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論文内容要旨
 アポトーシスのシグナル伝達機構は細胞死の促進因子と生存因子が相互に作用し,厳密なコン
 トロールの下に反応が進行することが知られている。近年,アポトーシス促進因子のひとつであ
 るBadが,様々なアポトーシスの調節に大きく関与していることが報告され,注目されている。
 一方,脳虚血後の脳梗塞の形成に際して,superoxidedism薗aseは活性酸素を除去することで
 神経細胞のアポトーシスを抑制させることも報告されている。しかし,脳虚血後のBadの動態,
 またはBadとsuperoxideとの関係については未だ報告がない。本研究では,Cu,Zn-
 superoxidedismutasetransgenic(SODITg)マウス及びワイルドタイプマウスの一過性局所
 脳虚血モデルを用いて脳虚血後のsuperoxidedismutaseによる神経細胞保護効果とBad反応
 経路との関係について検討を行った。マウスの一過性局所脳虚血モデルは全身麻酔下に経内頚動
 脈的にナイロン糸を挿入して中大脳動脈を60分間閉塞後,再潅流して作製した。虚血負荷前お
 よび再潅流後1,2,4,8,24時間後に虚血側の脳断片を採取し,以下の検討を行った。リン酸
 化Bad(phospho-Bad)及びミトコンドリアへ細胞内移動したBadの発現量をWestemblot
 法にて経時的に評価した。phospho-Badの細胞局在を検討するために,phopho-Badと神経細
 胞マーカーNeuNとの免疫二重染色を行った。また,DNA断片化の指標となるTermlnal
 deoxynucleoti〔1yltransferase-me〔iiateduridine5㌧triphosphate-biotinnicken〔i-1abeling
 (TUNEL)とPhospho-Badとの二重染色を施行し,各々の局在を評価した。BadとBc1-xL及
 び14-3-3との複合体形成の発現を免疫沈降法を用いて検討した。Westemblot法により,
 phospho-Badは再潅流後次第に発現量が減少すること,Bad全体では細胞質において発現量は
 次第に減少したが,ミトコンドリアでの発現量は次第に増加することが示された。免疫二重染色
 法にて,諏ospho-Bad陽性細胞の分布はNeuN陽性細胞の分布と一致していた。また,
 phospho-BadとTUNEL陽性細胞とは局在を異にする傾向を認めた。免疫沈降法により,
 Bad/14-3-3プロテイン複合体の発現量は再潅流後,次第に減少したが,Bad/Bc1-xL複合体の
 発現量は次第に増加した。Badのセリン基155のリン酸化酵素,proteinkinaseAを選択的に
 抑制するH89を脳虚血侵襲の工時間前に脳室内投与し,リン酸化Badの役割について検討を行っ
 た。そしてSODITgマウスとワイルドタイプマウスを比較し,phospho-Badの発現量,ミト
 コンド『ノアでのBadの発現量,BadとBc1-xL及び14-3-3プロテインとの複合体の発現.量について
 検討を行った。H89投与マウスでは,対照投与マウスに比べ,再潅流24時間後のphospho-Bad
 の発現量は有意に減少し,ミトコンドリアでのBadの発現量は有意に増加した。Bad/14-3-3プ
 ロテイン複合体の発現量は有意に減少し,Bad/Bc1-xL複合体の発現量は有意に増加していた。
 また再潅流24時間後TUNEL陽1生細胞は有意に増加していた。反対にSODITgマウスでは,
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 ワイルドタイプマウスに比べ,再潅流24時間後のphospho-Badの発現量は有意に増加し,ミ
 トコンドリアでのBadの発現量は有意に減少した。Bad/14-3-3プロテイン複合体の発現量は有
 意に増加し,Bad/Bcl-xL複合体の発現量は有意に減少していた。また再潅流24時間後の
 TUNEL陽性細胞は有意に減少していた。
 以上の結果より,Badは局所脳虚血時のストレスによってphospho-Badを減少させ,ミトコ
 ンドリアヘの移動,Bci-xL及び14-3-3プロテインとの反応によって後発する神経細胞死の制御
 に深く関与していること,またこれらのBad反応経路が,superoxidedismutaseの神経細胞保
 護効果に深く関与していることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 脳虚血後の神経細胞死の研究においては,その反応経路及びメカニズムの解明が注目されてお
 り,そこで得られた知見をもとにして虚血侵襲後の神経細胞保護を図り,新たな治療戦略を探求
 する試みは非常に重要である。本論文は,培養細胞レベルのアポトーシス研究において近年,細
 胞死を調節する重要な因子としてその動的なメカニズムが注目されているBadの反応経路の発
 現の有無をinvivoの神経細胞死において検討し,更にその反応経路と活性酸素との関係につい
 て検討した基礎研究である。
 Badはアポトーシス調節因子としての役割が知られているBc1-2familyproteinのひとつで
 あり,その働きについては未だ詳細は解明されていないものの,Badのリン酸化と脱リン酸化
 がアポトーシスの進行のターニングポイントに深く関与していることが,培養細胞を用いたアポ
 トーシスモデルにおいて報告されている。本研究においてはマウスの中大脳動脈閉塞による一過
 性局所脳虚血モデルを用いて,神経細胞死の進行とBad反応経路の発現を検討した。脳虚血後,
 早期から細胞生存に関与するリン酸化Badはその発現が減少し,アポトーシスの指標となる
 TUNEL陽性を示す神経細胞ではその発現が著明に減少した。Bad全体の発現は細胞質において
 漸減しミトコンドリアにおいて漸増し,ミトコンドリアヘの細胞内移動が示唆された。この細胞
 内移動と連携するように細胞質におけるBadと14-3-3タンパク質との複合体は漸減し,ミトコ
 ンドリアにおけるB呂dとBd-xしとの複合体の発現が増加した。Badのリン酸化を抑制する
 H89を脳室内投与したマウスではBadnoミトコンドリアヘの移動が促進されアポトーシスが有
 意に増加した。一方,活性酸素を除去するように作用するsuperoxidedismutaseを過剰発現さ
 せたトランスジェニックマウスの脳虚血モデルを用いてBad反応経路の発現をワイルドタイプ
 マウスと比較したところ,有意にリン酸化Badの発現が増加しBadのミトコンドリアヘの移動
 が抑制されていた。これらの結果からB&d反応経路は脳虚血後の神経細胞死においてアポトー
 シスの調節に重要な働きを有することが示唆され,既に確立された活性酸素除去による神経細胞
 保護効果にも関与していることが示唆されており,非常に意義深い。脳虚血治療への応用を考え
 た際に,Badのリン酸化調節を行うことで細胞死への進行を抑制し神経細胞保護を促進させる
 ことで有効な治療法となり得る可能性を示唆している。
 すでに確立されたマウスの一過性脳虚血モデルを用い,Bad反応経路の発現,Badの脱リン
 酸化を促進する薬剤投与,活性酸素除去による神経細胞保護効果が知られているトランスジェニッ
 クマウスの使用によって,Bad反応経路と神経細胞死との関わりについて十分な検討を行って
 おり,対象,方法とも妥当である。適切な考察もなされている。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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